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© Vorrichtung und Verfahren zur Durchfuhrung von Fiuoreszenzimmunotests 

© Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur Durchfuhrung von insbesondare quantltativen Fiuores- 
zenzimmunotests mittels Evanescentfeldanregung. Dabei 
konnen verschiedenste bekannte biochemische Assays von 
allgemeinen Rezeptor-Ligand-Systemen zugrunde gelegt 
werden. Bavorzugt werden jedoch Antikorper-Antigen-Sy- 
steme bewertet. Dabei sollen mit einer sehr einfach aufge- 
bauten Vorrichtung quantitative Fiuoreszenzimmunotests 
mit verschiedenen bekannten biochemischen Assays durch- 
gefuhrt warden konnen. Dazu wird mindestens eine nahezu 
monochromatischas Licht aussendende Lichtquelle (7, 7'), 
die Lichtstrahlen mit einer Fiuoreszenz eines am Antikorper 
gebundenen Markierungsstoffes harvorrufenden Weilenlan- 
ge aussendet verwendet. Die Lichtstrahlen werden in ein em 
durch eine vorgebbare Eindringtiefe d fur das evanescente 
1 Feld bestimmten Winkel a suf eine Grenzflache (20) zwi- 
I schen einer optisch transparenten Bodenplatte (1) aus 
' Material, dessen Brechungsindex n 1 groSer ist als der 
Brechungsindex n 2 des Materials oberhalb der Grenzflache 
(20) und einem kuvettenfdrmig ausgabildeten Aufnahmebe- 
raich (2) fur die Probe gerichtet. Der Aufnahmebereich (2) ist 
auf der entgegengesetzt zur Bodenplatte (1) angeordneten 
Seite mit einer Deckplatte (3) abgedeckt und ein Detektor (5) 
zur Erfassung des Fluoreszenzlichtes ist gleichseitig zur 
Bodenplatte (1), wie die Lichtquelle (7) angeordnet. 
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Beschreibung nen Detektor zur Intensit&tsmessung gerichtet werden 

kann. Neben dem bereits erwahnten nachteiligen kom- 

Die Erfmdung betrifft eine Vorrichtung zur Durch- plizierten und aufwendigen Aufbau erfordert dieses Sy- 

fuhrungvoninsbesonderequantitativenFluoreszenzim- stem vor bzw. nach Durchfuhrung eines Testes erne 

munotests mitteis Evanescentfeldanregung. Dabei kon- 5 Reinigung sowohl der Pumpen, wie auch des gesamten 

nen verschiedenste bekannte biochemische Assays von Kanalsystems, urn nachfolgende MeBfehler ausschlie- 

allgemeinen Rezeptor-Ligand Systemen, wie z. B. Anti- Ben zu konnerL 

korper-Antigen, Lectin-Kohlenhydrat, DNA oder In WO 90/06503 ist ein Sensor beschrieben, bei dem 

RNA-komplementare Nukleinsaure, DNA oder RNA- Anregungslicht in einem geeigneten Winkel durch ein 

Protein, Hormonrezeptor, Enzym-Enzymcofaktoren, io Substrat auf eine Grenzflache zu einer Pufferschicht 

Protein G oder Protein A-Immunglobin oder Avidin- gerichtet wird, uber der eine zusatzliche WeUenleiter- 

Biotin zugrunde gelegt werden. Bevorzugt werden je- schicht aufgebracht ist, an der wiederum die zu bestim- 

doch AntikSrper-Antigen Systeme bewertet menden Analyten gebunden werden. Die Probe soli dort 

Fluoreszenzimmunotests oder auch Fluoreszenzim- in einen Hohlraum durch Kapillarkrafte einfuhrbar sein. 

munosensoren werden ublicherweise bereits seit lange- *5 Es ist daher Aufgabe der Erfindung, eine Mogiichkeit 

rer Zeit eingesetzt und sie dienen dazu, hauptsachlich in zu schaff en, mit einer sehr einf ach auf gebauten Vorrich- 

einer fliissigen Probenmatrix eine unbekannte Menge tung quantitative Ruoreszenzimmunotests mit ver- 

einer bestimmten chemischen oder biochemischen Sub- schiedenen bekannten biochemischen Assays durchfuh- 

stanz zu quantifizieren. Dabei werden Antikorper selek- ren zu konnen. 

tiv an die zu bestimmende Substanz gebunden. Die zu 20 ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch die im 

bestimmende Substanz wird vom Fachmann auch als kennzeichnenden Teil des Anspruchs 1 enthaltenen 

Antigen bezeichnet Bei den Fluoreszenzimmunotests Merkmale fur die Vorrichtung und den Merkmalen des 

werden die analytspezifischen Antikorper mit einem Anspruchs 19 fur das Verfahren geldst Vorteilhafte 

Markierungsstoff markiert, der bei einer bestimmten Ausgestaltungsformen und Weiterbildungen der Erfm- 

stoffspezifischen Wellenlange T^x optisch angeregt wird 25 dung ergeben sich mit der Verwendung der in den un- 

und das Fluoreszenzlicht mit einer anderen Wellenlan- tergeordneten Anspriichen enthaltenen Merkmale. 

ge, die in der Regel groBer ist, mit einem geeigneten Mit der erfindungsgemaB ausgebildeten Vorrichtung 

Detektor unter Auswertung der Fluoreszenzlichtinten- kdnnen Fluoreszenzimmunotests in verschiedenen Pro- 

sitat genutzt Die Ausnutzung der Evanescentfeldanre- zeBablaufen (Assays) durchgefuhrt werden. So besteht 

gung bei der Durchfuhrung solcher Fluoreszenzimmu- 30 einmal die Mogiichkeit der Durchfuhrung von kompeti- 

notests respektive den Fluoreszenzimmunosensoren tiven Assays, und es k6nnen aber auch Sandwichassays 

gehort bereits zum Stand der Technik. und andere bekannte Assayf orraen genutzt werden. 

So sind verschiedene Losungen bereits in Mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird ahnhch 

WO 94/27137, von RA. Badlay, RAX. Drake, LA gearbeitet, wie dies bereits im Stand der Technik be- 

Shanks, F.RJS., AM. Smith und P.R. Stephenson in "Opti- & kannt ist Dabei wird als Markierungsstoff ein Fluoro- 

cal biosensors for immunoassays: fluorescence capilla- phor verwendet und mit diesen analytspezifischen Anti- 

ry-fill device^, PhiL Trans. R. soc. Lund. B 316, 143 bis 160 korper markiert Der gebundene Fluorophor wird mit 

(1987) und D. Christensen, S. Dyer, D. Fowers and J. einer Evanescentfeldanregung angeregt und die FIuo- 

Herron, "Analysis of Exitation and Collection Geome- reszenzintensitat, die dadurch hervorgerufen worden 

tries for Pianar Waveguide Immunosensors", Proa « ist, ermogticht die Quantifizierung der markierten Anti- 

SPIE-Int Soa Opt Eng. Vol 1886, Fiber Optic Sensors korper, und so wird auch der Analyt quantifizierbar. 

in Medical Diagnostics, 2 bis 8 (1993) beschrieben. Die Bei der Vorrichtung nach der Erfindung wird Licht 

bekannten Losungen haben jedoch generell den Nach- einer Lichtquelle unter einem Winkel a auf die Grenz- 

teil daB sie einen relativ hohen Aufwand erforderlich flache zweier Medien mit unterschiedlichem Brechungs- 

machen, um das Licht, das zur Erzeugung der Fluores- *5 index gerichtet Dabei wird eine Lichtquelle ausgewahlt, 

zenz erforderlich wird, in einen Lichtleiter einzukoppeln die nahezu monochromatisches Licht mit einer Wellen- 

bzw. das Fluoreszenzlicht auszukoppeln, die ein wesent- lange aussendet, die geeignet ist, den Markierungsstoff, 

licher Bestandteil fur die bisher ublicherweise verwen- in diesem Fall das Fluorophor, anzuregen. Als Iicht- 

detenVorrichtungensind. quelle eignen sich dabei insbesondere Laserdioden, da 

Daneben ist in US 3,939,350 eine Losung beschrieben, so diese ein geeignetes Strahlprofil und eine ausreichende 

bei der Fluoreszenzimmunoassays mitteis Evanescent- Lichtleistung, bei kleiner BaugroBe und geringem Ener- 

f eldanregung durchgefuhrt werden. gieverbrauch aufweisen. 

Dabei wird licht einer Lichtquelle in einen Winkel Es konnen aber auch andere monochromatisches 

durch ein Prisma auf eine Grenzflache gerichtet, so daB Licht aussendende Lichtquellen Verwendung findeiu 

Totalreflektion auf tritt und die hervorgeruf ene Fluores- 55 Der Winkel a mit dem das ausgesendete Licht auf die 

zenz in einer Probe mit einem Detektor gemessen wer- Grenzflache gesendet wird, bestimmt neben dem Bre- 

den kann. Das gesamte Probenvoiumen ist hierbei in chungsindex, des im Strahlengang vor der Grenzflache 

einem abgeschlossenen und abgedichteten Raum aufge- angeordneten Materials und dem sich daran anschlie- 

nommen, so daB infolge des relativ groBen Probenvolu- Benden Material gemeinsam mit der Wellenlange des 

mens lediglich eine diffusionskontroUierte Endpunktde- «> Lichtes, die Eindringtiefe d fur das evanescente Feld. 

tektion erfolgen kann, die fehlerbehaftet ist. Dabei muB der Brechungsindex m des Materials, das im 

In WO 90/05295 ist ein optisches Biosensorsystem be- Strahlengang vor der Grenzflache angeordnet ist Total- 

schrieben, bei dem eine aufwendige Optik Anregungs- reflexion an der Grenzflache ermoglichen und soUte da- 

licht auf sensitive Bereiche eines ebenf alls aufwendigen her groBer als der Brechungsindex n 2 des anderen, da- 

Kanalsystems, durch das Probenvoiumen mitteis ge- nach angeordneten Materials sein. Der Winkel a wird 

steuerten Ventilen und Pumpen gefuhrt wird, gerichtet bevorzugt so gewahlt, daB gilt: sin(a) > n 2 /ni. Wird 

werden kann und das durch Fenster aus den sensitiven diese Voraussetzung erfullt, wird alles Licht an der 

Bereichen austretende Fluoreszenzlicht wieder auf ei- Grenzflache reflektiert und somit Totalreflexion er- 
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reicht Bei Erfiillung dieser Bedingung, dringt jedoch ein 
relativ kleiner Teii des Lichts durch die Grenzflache in 
das Material, das im Strahlengang nach der Grenzflache 
angeordnet ist, ein und das evanescente Feld entsteht 
Die Eindringtiefe d wird dadurch definiert, daB sie der 
Entfernung von der Grenzflache entspricht, bei der die 
Intensitat des evanescenten Feldes auf den Wert I durch 
e abgefallen ist, wobei e gleich der Basis des natiirlichen 
Logarithmus ist Die Eindringtiefe d laSt sich nut der 
folgenden Gleichung berechnen: 



to 



2iz 



^nl*sin 2 (a) ~nl 



Mit einer Wellenlange von X = 700 nm, einern Bre- 
chungsindex von ni = 1,51 und einem Brechungsindex 
von Ti2 = 1,34 wird bei einem Einfallswinkel des Lichtes 
von a - 65° eine Eindringtiefe d von ca.400 nm und bei 
einem Einfallswinkel a = 80° eine Eindringtiefe d von 
ca. 173 nm erreicht Daraus folgt, daB durch das evanes- 
cente Feld nur solche Markierungsstoffe optisch ange- 
regt werden konnen, die sich in unmitteibarer Nahe der 
Grenzflache befinden. Fur die Durchfuhrung der FIuo- 
reszenzimmunotests ergibt sich daraus, daB ausschlieB- 
lich die Markierungsstoffe der Antikdrper oder Antige- 
ne angeregt werden, die auf der Oberflache der Grenz- 
flache gebunden sind Die Fluoreszenzintensitat des von 
diesen Fluorophoren emittierten Lichtes ist damit direkt 
proportional zur Konzentration der an der Oberflache 
gebundenen markierten Antikdrper und je nach dem 
benutzten biochemischen Assay proportional oder um- 
gekehrt proportional zur Antigenkonzentration. 

Die erfindungsgemaB ausgebildete Vorrichtung ver- 
wendet nunmehr mindestens eine Lichtquelle, die nahe- 
zu monochromatisches Licht aussendet und dieses in 
einem, die Eindringtiefe d fur das evanescente Feld vor- 
gebenden Winkel a auf eine fur dieses Licht transparen- 
te Bodenplatte richtet Der Brechungsindex ni der Bo- 
denplatte sollte groBer als 133 sein. Auf der anderen 
Seite der Bodenplatte wird zwischen einer Deckplatte 
ein kuvettenformig ausgebildeter Aufnahmebereich 
ausgebildet Zwischen Bodenplatte und dem kuvetten- 
fdrmig ausgebildeten Aufnahmebereich ist besagte 
Grenzflache ausgebildet und das evanescente Feld kann 
sich mit der vorgegebenen Eindringtiefe d innerhalb des 
kuvettenformigen Aufnahmebereiches auf an die Ober- 
flache gebundenen markierten Antikorpern oder Anti- 
genen auswirken und die als Markierungsstoff verwen- 
deten Fluorophore anregen. 

Die so hervorgerufene Fluoreszenz wird mit der ent- 
sprechenden Intensitat mit einem Detektor gemessen. 
Der Detektor ist dabei an der gleichen Seite der Boden- 
platte, wie die Lichtquelle angeordnet 

Als Detektor kann dabei ein einzelner Uchtempfindli- 
cher Detektor, eine lineare oder eine flachenhafte An- 
ordnung von mehreren lichtempfindlichen Detektoren 
verwendet werdea 

Obwohl, bei der Verwendung von Laserdioden das 
gesendete Licht nahezu monochromatisch ist, wird ein 
schwacher spektralbreiter Fluoreszenzuntergrund im 
Laserlicht beobachtet Aus diesem Grande wird vor- 
zugsweise zwischen Lichtquelle und Bodenplatte ein 
schmalbandiger Anregungsfilter angeordnet, der bevor- 
zugt eine Spektralbandbreite < 10 nm hat und nur 
Licht in diesem engen begrenzten Wellenlangenbereich 
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angepaBt an die Lichtquelle durchlaBt 

Vorteilhaft kann auch ein zweiter relativ breitbandi- 
ger Filter (Emissionsfilter) vor dem Detektor angeord- 
net werden. Dieser Filter verhindert, daB im Material 
der Bodenplatte und bei der Reflexion an der Grenzfla- 
che gestreutes Licht der Lichtquelle auf den Detektor 
gelangt und das MeBergebnis verfalscht Fur die beiden 
Filter bieten sich gunstigerweise Interf erenzfilter an, 

Besonders vorteilhaft ist es, polarisiertes Licht auf die 
zu bestimmende Probe zu richten. Hierfiir kann in den 
Strahlengang des Lichtes im AnschluB an die Lichtquel- 
le ein Polarisator angeordnet werden. 

Bei polarisierter Anregung und Detektion wird in 
gunstigerweise ausgenutzt, daB die Fluorophore der 
markierten Antikorper, die an der Oberflache fest ge- 
bunden sind, in ihrer Beweglichkeit gehemmt sind Dern- 
zufolge ist deren Fluoreszenzlicht genau wie das Anre- 
gungslicht in der gleichen Polarisationsebene ausgerich- 
tet und kann detektiert werden. 

Im Gegensatz dazu wird das Fluoreszenzlicht der 
Fluorophore der Antikorper, die nicht an der Oberfla- 
che gebunden sind und sich demzufolge frei bewegen 
konnen, in anderen Polarisationsebenen ausgerichtet 
sein. Mit der Verwendung von polarisiertem Licht zur 
Anregung kann das Fluoreszenzlicht der an den Anti- 
korper oder Antigene gebundenen Fluorophore unter- 
driickt werden, die sich zwar in Reichweite des evanes- 
centen Feldes befinden, jedoch nicht an die Oberflache 
gebunden sind. Der Vorteil der polarisierten Anregung 
und Detektion wird verstandlich, wenn die Abmessun- 
gen eines Antikorpers von ca. 10 nm ins Verhaltnis zur 
Eindringtiefe des evanescenten Feldes bis zu etwa 
500 nm betrachtet wird. Die Polarisation bei der Anre- 
gung und Detektion, wobei dafur auch vor dem Detek- 
tor ein Polarisator angeordnet wird, kann das Verhaltnis 
von Nutzsignal zu Hintergrundsignal verbessern. 

Die erfindungsgemaB ausgebildete Vorrichtung weist 
gegenuber den bisher verwendeten einige wesentliche 
Vorteile auf. Sie verfugt fiber einen sehr einfachen Auf- 
bau, der geringe Anspriiche an die zu verwendenden 
optischen Bauelemente steilt und insbesondere bei der 
Einkopplung des Lichtes zur Anregung der Fluoropho- 
re und/oder bei der Auskopplung des Fluoreszenzlich- 
tes keine gesonderten Anforderungen steilt AuBerdem 
konnen die verschiedensten biochemischen Assays ohne 
weiteres durchgefiihrt und die wesentlichen Bestandtei- 
le kostengunstig hergestellt werden, so daB auch ein 
einmaiiger Gebrauch zumindest von Teilen ohne weite- 
res moglich ist AuBerdem wird die notwendige Separa- 
tion der chemischen Komponenten aus dem Probenvo- 
lumen, von den an der Oberflache gebundenen Kompo- 
nenten, gewahrleistet 

Dies wird auch dadurch erreicht, daB Bodenplatte und 
Deckplatte sowie die dazwischen angeordneten Ab- 
standshalter aus einfachen und kostengunstig beschaff- 
baren Materialien, die mit Standard-Technologien bear- 
beitet werden konnen, bestehen. So kdnnen fur Boden- 
und Deckplatte Kunststoffe und fur den Abstandshalter 
in gunstiger Form ein biokompatibler Klebefilm einge- 
setzt werden, der beidseitig haftend ausgebildet ist 

Der Abstandshalter weist eine Dicke von 0,001 bis 
10 mm, besonders bevorzugt 50 um auf und bildet durch 
eine Aussparung den Aufnahmebereich fur die Probe 
aus. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht im wesentli- 
chen darauf, daB ein definiertes Probenvolumen durch 
den kuvettenformigen Aufnahmebereich gefuhrt und 
dort einer Evanescentfeldanregung unterzogen wird, 
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wie dies bereits beschrieben wurde. Das Probenvolu- gebracht, auf der das Antigen Ag immobilisiert wurde. 
men kann dabei durch Saug- oder Druckwirkung durch Zur besseren Verdeutlichung ist diese Phase des Assays 
den kuvettenformigen Aufnahmebereich gefuhrt wer- durch die gestrichelte Unie in der Darstellung getrennt 
den. Wobei zusatzlich Kapillarkraftwirkung ausgenutzt An die immobilisierten Antigene Ag binden die noch 
werden kann. 5 freien markierten analytspezifischen Antikdrper Ak an, 

In einer Deckplatte ist zumindest eine Offnung vorge- wahrend die schon gebundenen in der Ldsung oberhalb 
sehen, in die ein Probencontainer einsetzbar oder ange- der Oberflache verbleiben. Die Menge der analytspezi- 
ordnet ist, dabei ist die Offnung in der Deckplatte so fischen Antikorper Ak, die an das auf der Oberflache 
angeordnet,daBeineVerbindungzwischenProbencon- immobilisierte Antigen Ag gebunden sind, ist umge- 
tainer und Aufnahmebereich herstellbar ist Zusatzlich io kehrt proportional zur Antigenkonzentration, die nach- 
ist eine zweite Offnung vorhanden, die ebenfalls mit gewiesen werden solL 

dem kuvettenformigen Aufnahmebereich verbunden ist Die Menge, der an der Oberflache gebundenen mar- 
Die zweite Offnung kann ebenf alls in der Deckplatte kierten analytspezifischen Antikdrper Ak kann durch 
vorgesehen sein. An diese zweite Offnung kann eine Evanescentfeldanregung und Messung der Fluores- 
externe Pumpe angeschlossen oder eine eigene Pumpe is zenzintensitat quantifiziert werden. 
eingesetzt werden. Die eigene Pumpe besteht dabei be- Dieses MeBprinzip kann der Fig- 2 entnommen wer- 
vorzugt aus einem zylinderformigen Hohlkorper, der den. Dabei wird durch ein Medium mit dem Brechungs- 
passend in die zweite Offnung einsetzbar ist und in dem index n u das spater bei der Beschreibung der Fig. 5 bis 9 
ein Kolben angeordnet ist, der aus dem zylinderfdrmi- als Bodenplatte 1 bezeichnet wird, Licht mit emer Wei- 
gen Hohlkdrper zur Erzeugung der Pumpwirkung her- 20 Ienlange, mit der das Fluorophor als Markierungsstoff 
ausziehbar ist Am Boden des zylinderformigen Hohl- angeregt werden kann, in einem Winkel a parallel gegen 
korpers kann ein saugfahiges Material beispielsweise die als Grenzflache 20 wirkende Oberflache, auf der die 
ein Vlies oder Papier angeordnet sein. immobilisierten Antigene gebunden sind, gerichtet Das 

Die Erfindung kann man weiter ausbilden, in dem in Medium mit dem Brechungsindex m ist hier unter der 
den bereits bezeichneten Probencontainer eine Hulse 25 Grenzflache 20 angeordnet 

einsetzbar ist, die nach unten mit einer Membran abge- An dieser als Grenzflache 20 dienenden Oberflache 
schlossen sein kann. Dabei konnen auf der Membran erfolgt Totalreflexion und es bildet sich em evanescen- 
vorzugsweise Antigene immobilisiert sein und an der tes Feld oberhalb dieser Oberflache aus, das die Anre- 
Innenwandung der Hulse befinden sich fur die Durch- gung der Fluorophore bewirkt 

fuhrung des Testes erforderUche markierte analytspezi- 30 Der Fig. 2 ist dabei auch die Intensuat I mit dem 
fische Antikorper. Kurvenverlauf 21 des evanescenten Feldes in Abnan- 

Nachfolgend soil die Erfindung beispieihaft naher be- gigkeit des Abstandes X von der als Grenzflache 20 
schrieben werden. wirkenden Oberflache dargestellt, wobei eindeutig zu 

Dabei zeigt: erkennen ist, daB sich die Intensitat 21 mit wachsendem 

Fig. 1 das MeBprinzip eines kompetitiven Assays; 35 Abstand exponentiell verringert 

Fig. 2 das MeBprinzip einer Fluoreszenzmessung mit Der Fig. 3 ist schematisch der Ablauf ernes anderen 
Evanescentfeldanregung von oberflachen gebundenen Assayformates, eines sogenannten Sandwichassays zu 
markierten Antikorpern; entnehmen, wobei die Phasen wieder durch die einge- 

Flg. 3 das MeBprinzip der Durchfuhrung eines Sand- zeichnete gestrichelte Linie getrennt smd Dabei 1st 
wichassays- 40 Voraussetzung, daB ein Paar von analytspezifischen An- 

Fig. 4 das Prinzip zur Durchfuhrung eines verbesser- tik6rpern Ak existiert, die beide gleichzeitig an das Anti- 
gen kompetitiven Assays; gen Ag binden konnen, ohne daB diese andytspezrfi- 

Flg. 5 einen Teil der erfindungsgemaBen Vorrichtung schen Antikorper Ak sich gegenseitig behindern. Dabei 
zur Aufnahme der Probe; wird einer der beiden analytspezifischen Antikdrper mit 

Fig. 6 eine schematische Darstellung einer Ausfuh- « einem Fluorophor markiert Der andere der analytspe- 
rungsform einer erfindungsgemaB ausgebildeten Vor- zifischen Antikdrper Ak ist auf einer Oberflache lmmo- 
richtung mit einer Lichtquelle; bilisiert Nach der Reaktion und Oberflachenanbmdung 

Fig, 7 eine schematische Darstellung einer zweiten des zweiten Antikorpers werden die Fluorophore bei 
AusfuhrungsformmitzweiverwendetenUchtquellen; Bestrahlung mit Licht einer bestimmten WeUenlange 

Fig. 8 die Anordnung eines Probencontainers und ei- so dann angeregt und es wird ein Fluoreszenzsignal erhal- 
ner Pumpe an der erfindungsgemaBen Vorrichtung und ten, das bei dieser Form des Immunotests direkt propor- 

Flg. 9 eine Weiterbildung der Vorrichtung nach tional zur Antigenkonzentration ist Das hat den VorteiL 

Fig. 8 mit einer zusatzlich einsetzbaren Hulse. daB bereits eine kleinere Antigenkonzentration em er- 

Der Fig. 1 kann schematisch das MeBprinzip fur die faBbares Signal erzeugt und auch kleine Anderungen in 
Durchfuhrung eines kompetitiven Assays entnommen 55 der Antigenkonzentration empfindlich erkannt werden 
werden. konnen. 

Eine bekannte Menge Fluorophor markierter analyt- Demgegenuber hat das bereits beschriebene kompe- 

spezifischer Antikorper Ak wird mit einer unbekannten titive Assay (vergl. Fig. 1) den Nachteil, daB kleme Anti- 
zu quantifizierenden Menge Antigenen Ag gemischt, genkonzentrationen bereits ein groBes Signal erzeugen 
dabei muB die Menge der Antikorper Ak grdBer sein, 60 und entsprechend kleine Anderungen nur schwer ge- 
als die Menge der Antigene Ag. Die markierten analyt- messen werden konnen. 

spezifischen Antikorper Ak binden an die Antigene Ag Es ist allgemein bekannt, daB beim Sandwichassay die 
und, da die Menge der markierten analytspezifischen NachweisgrenzekleinerunddieEmprmdhchkeitgroBer 
Antikorper Ak groBer als die der Antigene Ag ist, blei- als beim kompetitiven Assay ist Der Sandwichassay hat 
ben ungebundene markierte analytspezifische Antikor- es a ber demgegenuber den Nachteil, daB em zweiter ana- 
per Ak uber. Das so entstandene Gemisch aus nicht lytspezifischer Antikorper Ak existieren muB und dies 
gebundenen bzw. freien markierten analytspezifischen nur dann mdglich ist, wenn die Molmasse des Antigens 
Antikdrpern Ak wird mit einer Oberflache in Kontakt Ag wesentiich grdBer als 200 Dalton ist Es konnen dem- 
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zufolge niedermolekulare Antigene, wie beispielsweise ren Schutzschicht versehen ist und bereits kommerziell 

Umweltschadstoffe so nicht bzw. nur schwer nachge- erhaltbar ist, bestehen. 

wiesen werden. In der Fig. 6 ist der prinzipielle Aufbau einer erfin- 
Daraus folgt, daB kompetitive Assays universeller dungsgernaBen Vorrichtung erkennbar. Dabei wird 
einsetzbar sind, jedoch eine geringere Empfmdlichkeit Licht einer Laserdiode 7 durch einen Polarisator 18, 
haben, wohingegen der Sandwichassay in diesen Punk- durch einen Anregungsfilter 19, der optisch schmalban- 
ten zwar besser ist, jedoch nicht in alien Fallen einge- dig ausgebildet ist, auf den im Abstandshalter 4 ausge- 
setzt werden kann. bildeten Aufnahmebereich 2 fur die Probe durch die 
In Fig. 4 ist das Prinzip eines neuartigen Assays be- Bodenplatte i gerichtet Neben der Totalreflexion an 
schrieben,wobeihierzunochnahere Ausfuhrungen, ins- 10 der Grenzflache 20 zwischen Bodenplatte 1 und Auf- 
besondere fur die zu verwendende Vorrichtung bei der nahmebereich 2 erfolgt im Aufnahmebereich 2 eine 
BeschreibungderFig.9erfoIgensoilen. Evanescentfeldanregung, die Huoreszenz der als Mar- 
Die Basis fur diesen neuartigen Assay bildet wieder kierungsstoff verwendeten Fluorophore hervorruft Das 
der kompetitive Assay. Das Gemisch aus freien und ge- Fluoreszenzlicht gelangt von dort uber einen Kolimator 
bundenen markierten analytspezifischen Antikorpern 15 16 durch ein breitbandiges Filter 8, mit dem Streulicht 
Ak wird durch eine Membran 22, auf deren Oberflache der Laserdiode 7 vom Detektor 5 ferngehalten wird, bei 
das entsprechende Antigen Ag immobilisiert ist, gefuhrt diesem Beispiel durch den dem Filter 8 nachgeordneten 
Als Membranmaterial kann beispielsweise eine Nitro- Polarisator 6 auf den Detektor 5, dem eine Blende 17 
zellulosemembran verwendet werden. An die dort im- vorgeschaltet ist Mit dem Detektor 5 wird die Fluores- 
mobilisierten Antigene Ag binden ausschlieBIich die zenzintensitat erfaBt und demzufolge der Fluoreszenz- 
freien markierten analytspezifischen Antikorper Ak an, immunotest durchgefuhrt und eine entsprechende quan- 
wahrend die bereits gebundenen die Membran 22 pas- titative Bestimmung ermoglicht 

sierea Die Fliissigkeit im AnschluB an die Membran 22 Das in der Fig. 7 dargestellte Beispiel einer erfin- 

wird mit einer Oberflache O in Kontakt gebracht, auf dungsgemaB ausgebildeten Vorrichtung entspricht im 

der ein Protein P immobilisiert ist Dieses Protein ist in wesentlichen dem vorab beschriebenen, in der Fig. 6 

der Lage unabhangig von der Spezifizitat des verwen- gezeigten Beispiel Hierbei ist zusatzlich lediglich eine 

deten markierten analytspezifischen Antikorpers Ak, zweite Lichtquelle 7', ein Filter 19' und ein Polarisator 

diesen zu erkennen und zu binden. Als Protein P kann 18' vorhanden. Die Lichtquelle 7' sendet licht einer 

beispielsweise Protein A oder ein anti-Antikorper ein- Wellenlange, die sich von der ersten Lichtquelle 7 unter- 

gesetzt werden. Das bei diesem Assay erhaltene Fluo- 30 scheidet Auch bei diesem Beispiel wird vorzugsweise 

reszenzintensitatssignal verhalt sich entsprechend dem polarisiertes Licht verwendet Die in der Fig. 7 gezeigte 

Sandwichassay und die Empfindlichkeit ist demzufolge Vorrichtung kann vorteilhaft eingesetzt werden, wenn 

groBer und die mogliche Nachweisgrenze entsprechend unterschiedliche Markierungsstoffe, die bei verschiede- 

klein. nen Wellenlangen angeregt werden konnen, verwendet 

In der Fig. 5 ist der prinzipielle Aufbau eines Teiles werden, Beispiele hierfur sind die Fluorophore Cy5 und 

der erfindungsgemaBen Vorrichtung dargestellt Die Cy7. Dabei wird zur Anregung des Fluorophor Cy5 eine 

dort abgebildeten drei Teile, die Bodenplatte 1, der Ab- Laserdiode mit einem Licht einer Wellenlange zwischen 

standshalter 4 und die Deckplatte 3, konnen vor der 635 und 655 nm und fur die Fluorophore Cy7 eine Laser- 

Durchfuhrung des Fluoreszenzimmunotestes miteinan- diode, die licht mit einer Wellenlange zwischen 730 bis 

der verbunden werden oder bilden bereits eine fertig 780 nm sendet, verwendet 

komplettierte Einheit und gleichen in ihrem Aufbau ei- Die Messung erfolgt bei dieser Ausfuhrungsform in 

ner DurchfluBzelle und einer MeBkuvette. der Weise, daB die Dioden 7, T entweder alternierend 

Dabei besteht die Bodenplatte 1 aus einem hochbre- geschaltet oder beispielsweise entsprechend synchroni- 

chenden transparenten Material, wie beispielsweise sierte Chopper eingesetzt werden, so daB gesichert ist, 

Glas oder einem Kunststoff, wie einem Polymer daB jeweils nur Licht einer Lichtquelle 7 oder T zur 

(PMMA oder PC) mit einem Brechungsindex ni > 133. Anregung auf die Probe gelangen kann und dadurch 

Die Dicke der Bodenplatte kann in einem Bereich von keine Verfalschungen auftreten. 

0,01 bis 10 mm, bevorzugt zwischen 0,5 und 1 mm liegen. Da aber hierbei zwei verschiedene Fluoreszenzsigna- 

Der Abstandshalter 4 ist bevorzugt eine dunne Fohe, le das gleiche Filter passieren miissen, kann ein breit- 

die beidseitig mit einem Klebefilm versehen ist, oder ein 50 bandiges Filter 8 nicht mehr verwendet werden. Es soll- 

dunner Klebefilm und so einmal auf die Bodenplatte 1 ten daher zwei Filter 8, 8 f nacheinander angeordnet 

und zum anderen auf die Deckplatte 3 klebbar. Die werden, die selektiv die Wellenlangen der anregenden 

gesamte Dicke des Abstandshalters inklusive des ver- Lichtquellen 7, 7' sperren. Hierfur konnen z. B. Notch- 

wendetenKIebemitteissollte in einem Bereich zwischen Filter verwendet werden. 

0,001 bis 10 mm, bevorzugt zwischen 0,01 und 02 mm Mit dieser Anordnung kann einmal ein Referenzsi- 

und ganz besonders bevorzugt bei einer Dicke von gnal erhalten werden, das eine interne Kalibrierung des 

50 ^im liegen In den Abstandshalter 4 ist eine Durchbre- MeBsignals ermoglicht Zur Referenzmessung wird ein 

chung herausgearbeitet, die einen kuvettenformigen Referenzantikorper, der nicht gegen ein Antigen aus der 

Aufnahmebereich 2 ausbildet Probe gerichtet ist, verwendet Der Referenzantikorper 
In der Fig. 5 ist auBerdem die Deckplatte 3 in der 60 ist vorab quantifiziert und mit einem unterschiedlichen 

durchgehende Offnungen 9 und 11, bei diesem Beispiel Markierungsstoff vom zu bestimmenden analytspezifi- 

als Bohrungen ausgebildet, erkennbar. Auf deren Funk- schen Antikorper Ak unterscheidbar gemacht Die 

tion wird spater noch zuriickzukommen sein. Die Off- Menge der an die Oberflache tatsachlich gebundenen 

nungen 9 und 11 sind dabei so angeordnet, daB sie zu- Referenzantikorper kann mit einer zweiten Lichtquelle 

mindest teilweise den Bereich des Aufnahmebereiches 2 T, die Licht einer Fluoreszenz des unterschiedlichen 

des Abstandshalters 4 ubergreifea Der Abstandshalter Markierungsstoffes hervorruft, einem zweiten Streu- 

4 kann vorzugsweise auch aus einem biokompatiblen Iichtfilter 8' und dem Detektor 5 bestimmt werden. Mit 

Klebefilm, der bevorzugt beidseitig mit einer abziehba- dieser Bestimmung konnen die Verluste der nicht an die 
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Oberflache gebundenen markierten analytspezifischen Hohlkorper 12 saugt Durch Kapillarkrafte im Aufnah- 
Antikdrper Ak bzw. Antigene Ag beriicksichtigt wer- mebereich 2 und durch ein saugfahiges Vlies wird der 
den. FluB aufrechterhalten, bis das gesamte Probenvolumen 

Neben der Gewinnung eines Referenzsignales kdn- durch den Aufnahmebereich 2 gefdrdert worden ist Der 
nen aber auch zwei unabhangig voneinander laufende 5 zylinderfdrmige Hohlkorper 12 ist aufgesetzt oder hat 
Immunotests durchgefuhrt werden, wobei die Unter- ein Loch im Boden, so daB eine Verbindung zum Auf- 
scheidung an Hand der unterschiedlichen Fluorophore nahmebereich 2 vorhanden ist Dies kann durch die 
erfolgt zweite Offnung 1 1 in der Deckplatte 3 realisiert werden. 

Vorteilhaft kann eine Hneare oder flachenhafte An- Es kann aber auch an die Offnung 11 eine externe 
ordnung von lichtempfindlichen Detektoren als Detek- io andere Pumpe angeschlossen werden. 
tor 5 verwendet werdea Dadurch konnen parallel meh- Nach Aufbringen der Probe (mit dem Probencontai- 
rere Analyte detektiert werden, wenn im Aufnahmebe- ner 10) muB eine entsprechende Zeit gewartet werden, 
reich 2 an unterschiedlichen Orten je nach biochemi- so daB die gewunschte Bindung zwischen den Antige- 
schen Assay entweder unterschiedliche Antigene beim nen Ag und den markierten Antikdrpern Ak vollstandig 
kompetitiven Assay oder unterschiedliche anatlytspezi- is erfolgen kann. Im AnschluB daran wird die Pumpe 12, 13 
fische Antikorper beim Sandwichassay immobilisiert aktiviert und es wird gewartet, bis die gesamte Flussig- 
werden und entsprechend der Menge der unterschiedli- keit durch den Aufnahmebereich 2 gepumpt worden ist 
chen Antigene oder Antikorper unterschiedlich mar- Nach Anregung mit der Lichtquelle 7 bzw. den Licht- 
kierte analytspezifische Antikorper sich im Probencon- quellen 7 und T kann dann die Antigenkonzentration 
tainer 10 befinden. Die unterschiedlich markierten ana- » bestimmt werden, wobei der erfindungsgemaBe Aufbau, 
lytspezifischen Antikdrper werden entsprechend des wie er in den Fig. 6 und 7 dargestellt worden ist, ange- 
biochemischen Assay an unterschiedlichen Orten im wendet werden soil 

Aufnahmebereich 2 anbinden und durch die Abbildung Der Aufbau, wie er bisher dargestellt und beschrieben 
des Fluoreszenzlichtes mit Hilfe des Kollimators 16 auf worden ist, kann fur die verschiedensten biochemische 
die Iineare oder flachenhafte Anordnung von mehreren 25 Assay's genutzt werden. 

lichtempfmdlichen Detektoren wird das Fluoreszenz- Beim kompetitiven Assay befinden sich im Proben- 
licht ortsaufgelSst detektiert Dies ermoglicht bei der container 10 nicht immobilisierte mit einem Fluorophor 
Verwendung von nur einem Markierungsstoff, wie z. B. markierte analytspezifische Antikorper Ak und im Auf- 
Cy5 die unabhangige und parallele Quantifizierung von nahmebereich 2 auf der Bodenplatte 1, die aus dem 
mehreren Analyten aus einer Probe. Der in den Figuren 30 hochbrechenden Glas oder einem Polymer oder ande- 
dargestellte Detektor 5 wird dann durch eine entspre- rem geeigneten Kunststoff besteht, ist das entsprechen- 
chende Anordnung mehrerer lichtempf indlicher Detek- de Antigen Ag immobilisiert 

toren gebildet Die Probe wird dann in den Probencontainer 10 ge- 

In der Fig. 8 ist dargestellt, wie ein Probencontainer fullt und der Analyt bindet sich an den markierten Anti- 
10 zur Offnung 9 in der Deckplatte 3 angeordnet ist und 35 korper Ak. Nach der Reaktion wird die Pumpe 12, 13 
so eine Verbindung zwischen Probencontainer 10 uber aktiviert und die noch freien markierten Antikorper bin- 
Offnung 9 zum Aufnahmebereich 2 herrstellbar ist Da- den an das immobilisierte Antigen Ag im Aufnahmebe- 
bei bildet der Probencontainer 10 den Behalter, in dem reich 2 auf der Bodenplatte 1. Die entsprechende Menge 
die bekannte Menge mit dem Markierungsstoff Fluoro- an markierten analytspezifischen Antikorpern Ak mit 
phor markierter Antikdrper Akin der zu bestimmenden *o der Messung der Fluoreszenzintensitat kann quantifi- 
Probe vermischt werden. Dabei ist es wesentlich, daB ziert werden, wie dies bereits beschrieben worden ist 
der Probencontainer 10 das Probenvolumen eindeutig Ein weiteres biochemisches Assay, kann wie folgt 
definiert und nur so mit einem festen und bekannten durchgefuhrt werden. Auf dem Boden des Probencon- 
Probenvolumen eine quantitative Aussage uber die An- tainers 10 befindet sich eine Membran (nicht darge- 
tigenkonzentration erhalten werden kana Der Proben- « stellt), auf der das Antigen Ag immobilisiert ist-und an 
container 10 muB daher immer mit der gleichen Menge den Wanden des Probencontainers 10 befinden sich ly- 
bef QJlt werden, urn reproduzierbare Ergebnisse erhalten ophilisierte mit einem Fluorophor markierte analytspe- 
zu konnen. Gfinstig sollte er dabei immer maximal be- zifische Antikorper Ak. An der Oberflache der Boden- 
fullt werden. Bei alien durchfuhrbaren Assayformaten platte 1, die aus einem bereits bezeichneten Material 
befindet sich der spezifische Antikdrper Ak jeweils auf 50 besteht, ist z. B. ein anti-Antikorper oder Protein A, der 
der Oberflache des Probencontainers 10 und durch den gegen den analytspezifischen Antikorper Ak gerichtet 
Kontakt mit der flussigen Probe lost sich dieser von der ist, immobilisiert Die Probe wird dann in den Proben- 
Oberflache und gelangt in die Probe. Eine einfache und container 10 gefullt und die Antikorper Ak binden an 
bereits bekannte Methode besteht darin, lyophilisierte den Analyten. Nach der Reaktion wird die Pumpe 12, 13 
Antikorper auf die Oberflache des Probencontainers 10 55 aktiviert und die noch freien Antikorper Ak binden an 
aufzubringen. Dadurch wird es moglich, das Ganze rela- die Antigene Ag auf der Membran. Die analytgebunde- 
tiv lange vor der eigentlichen Durchfuhrung des Im- nen Antikorper werden auf der Oberflache im Aufnah- 
munotests zu lagern. Der Aufnahmebereich 2 definiert mebereich 2 gebunden und die entsprechende Menge 
die Oberflache auf der Bodenplatte 1, auf der je nach kann dann, wie bereits beschrieben, unter Ausnutzung 
Assayformat die jeweils entsprechenden chemischen 60 der Evanescenzfekianregungquantifiziert werden. 
oder biochemischen Substanzen immobilisiert werden. Wichtig ist bei alien biochemischen Assays, daB sich 

In der Fig. 8 ist ebenfalls ein zylinderformiger Hohl- im Probencontainer 10 ein relativ groBes Probenvolu- 
korper 12, in dem ein Kolben 13 aufgenommen ist, dar- men befindet, das vollstandig an der kleinen, durch den 
gestellt, die beide zusammen- als Pumpe dienen. Wird Aufnahmebereich 2 gebildeten MeBoberflache vorbei 
der Kolben 13 aus dem zylinderformigen Hohlkorper 12 & gepumpt wird. Da die H5he des Aufnahmebereiches 2 
herausbewegt, entsteht ein Unterdruck, der Probenma- verhaltnismaBig klein ist, kann davon ausgegangen wer- 
terial aus dem Probencontainer 10 durch den Aufnah- den, daB die entsprechenden Antikorper Ak (freie beim 
mebereich 2 in Richtung auf den zylinderformigen kompetitiven Assay und gebundene beim Sandwichas- 
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say) mit Sicherheit durch die Prozesse Konvektion und 
Diffusion an die Oberflache gelangen und dies fiber ei- 
nen groBen Bereich an FiuBgeschwindigkeiten der Fall 
ist Dadurch kann einmal eine Anreicherung der Anti- 
korper Ak an der Oberflache und zum anderen eine 5 
stabile Betriebssicherheit erreicht werden, so daB der 
ProzeB nahezu unabhangig von der Geschwindigkeit 
der Durchstromung ist 

In der Fig. 9 ist ein weiteres mogliches Ausfuhrungs- 
beispiel der Vorrichtung wiedergegeben, mit dem bio- 10 
chemische Assay's durchgefiihrt werden konnen, wie 
das bereits bei der Beschreibung der Fig. 4 prinzipiell 
beschrieben worden ist 

Dabei wird zusatzlich eine in den Probencontainer 10 
einpreBbare Hulse 15 verwendet Die Hulse 15 ist nach 15 
unten mit einer Membran 23 abgeschlossen. Auf der 
Oberflache der Innenseite der Hulse 15 befindet sich der 
lyophilisierte analytspezifiscbe Antikorper und ggf. der 
Referenz-Antikdrper und auf der Membranoberflache 
ist das entsprechende Antigen immobilisiert In diesern 20 
Zustand kann das Ganze fiber eine langere Zeit gelagert 
werden- Fur die Durchfuhrung dieses Tests nach den 
Fig. 4 und 9, wird bevorzugt die in der Fig. 7 dargestell- 
te Vorrichtung eingesetzt, wobei die unterschiedlichen 
Antikorper Ak bzw. der Referenz-Antikdrper mit un- 25 
terschiedlichen Fluorophoren markiert werden. Die 
Quantifizierung erfolgt dann in der bereits beschriebe- 
nen Form. 

Auch bei dem in Fig. 9 gezeigten Beispiel kann wie- 
der ein zylinderformiger Hohlkorper 12 mit eingesetz- 30 
tem Kolben 13 verwendet werden, wie dies bereits bei 
dem in Fig. 8 gezeigten Beispiel beschrieben worden ist 



Patentanspruche 



35 



40 



1. Vorrichtung zur Durchfuhrung von Fluoreszenz- 
immunotests mittels Evanescentfeldanregung, mit 
mindestens einer nahezu monochromatisches Licht 
aussendenden Lichtquelle (7, 7% die Lichtstrahlen 
mit einer Fluoreszenz eines am Antikorper gebun- 
denen Markierungsstoffes hervorruf enden Wellen- 
lange, in einem durch eine vorgebbare Eindringtie- 
fe d fur das evanescente Feld bestimmenden Win- 
kel a auf eine Grenzflache (20) zwischen einer op- 
tisch transparenten Bodenplatte (1) aus Material, 45 
dessen Brechungsindex ni groBer ist als der Bre- 
chungsindex m des Materials oberhalb der Grenz- 
flache (20), richtet, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Licht auf einen kuvettenformig ausgebilde- 50 
ten Aufnahmebereich (2) gerichtet ist, ein Proben- 
container (10) zur Aufnahme der Probe in eine er- 
st e Offnung (9) einsetzbar oder so angeordnet ist, 
daB eine Verbindung zwischen kuvettenformigen 
Aufnahmebereich (2) und Probencontainer (10) ge- 55 
bildet ist und eine zweite Offnung (11) in Verbin- 
dung mit dem kuvettenformigen Aufnahmebereich 
(2) steht, wobei der Aufnahmebereich (2) auf der 
entgegengesetzt zur Bodenplatte (1) angeordneten 
Seite mit einer Deckplatte (3) abgedeckt ist, und nU 
ein Detektor (5) zur Erfassung des Fluoreszenzlich- 
tes gleichseitig zur Bodenplatte (IX wie die Licht- 
quelle (7, 7') angeordnet ist 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der kuvettenformige Aufnahmebe- 65 
reich (2) eine Dicke zwischen 0,001 und 0,5 mm auf- 
weist 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 



gekennzeichnet, daB die Bodenplatte (1) und Deck- 
platte (3) mit einem Abstandshalter (4), in dem der 
kuvettenformige Aufnahmebereich (2) ausgebildet 
ist, verbunden sind 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lichtquelle(n) (7, 
7') eine oder mehrere Laserdiode(n) ist/sind. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lichtquelle(n) (7, 
7') polarisiertes Licht aussendet/aussenden und vor 
dem Detektor (5) ein Polarisator (6) angeordnet ist 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB im Strahlengang di- 
rekt hinter der/den Iichtquelle(n) (7, 7*) jeweils ein 
optisches Filter (19, 19') angeordnet ist 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB vor dem Detektor (5) 
mindestens ein optisches Filter (8, 80 angeordnet 
ist 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Detektor (5) eine 
lineare oder flachige Anordnung mehrerer licht- 
empfindlicher Detektoren ist 

9. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine zweite lichtquelle (7') Licht ei- 
ner Fluoreszenz eines zweiten Markierungsstoffes 
hervorrufenden Wellenlange sendend vorhanden 
ist, und das Licht beider Lichtquellen (7, 7') alternie- 
rend auf den Aufnahmebereich (2) richtbar ist 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB der/die Markierungs- 
stoff(e) Fluorophore ist/sind 

1 1. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bodenplatte (1) 
aus optisch transparentem Material, wie Glas oder 
einem Kunststoff besteht 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB an die zweite Off- 
nung (11) eine Pumpe anschlieBbar oder an diese 
einsetzbar ist 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in die zweite Offnung (11) ein als 
Pumpe wirkender zylinderformiger Hohlkorper 
(12) mit einem Kolben (13) einsetzbar ist 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB im Boden des zyiinderformigen 
Hohlkorpers (12) ein saugfahiges Material (14) an- 
geordnet ist 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB in den Probencontai- 
ner (10) eine Hulse (15), an deren Innenwandung 
sich Antikorper befinden, einsetzbar ist 

16. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Hulse (15) nach unten mit 
einer Membran (23), auf der Antigene immobilisiert 
sind, abgeschlossen ist 

17. Verfahren zur Durchfuhrung von Fluoreszenz- 
immunotests mittels Evanescentfeldanregung, bei 
dem ein Probenvolumen mittels Saug- oder Druck- 
wirkung durch den kuvettenformigen Aufnahme- 
bereich (2) gefuhrt, die je nach biochemischen As- 
say zu bestimmenden Komponenten an der Ober- 
flache im Aufnahmebereich (2) gebunden und 
durch Evanescentfeldanregung mit einem Detektor 
(5) das Fiuoreszenzlicht bestimmt wird; und eine 
Referenzmessung mit einem Referenzantikorper, 
der nicht gegen ein Antigen aus der Probe gerichtet 
ist und eine unterschiedliche Markierung gegen- 
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fiber dem analytspezifischen Antikdrper hat und 
dabei die Menge der Referenzantikorper durch die 
zweite Lichtquelle (7') und einem zweiten Streu- 
lichtfilter (8') mit dem Detektor (5) quantifizierbar 
ist, durchgefuhrt wird. 5 

18. Verfahren zur Durchfuhrung von Fluoreszenz- 
immunotests mittels Evanescentfeldanregung, bei 
dem ein Probenvolumen mittels Saug- oder Druck- 
wirkung durch den kuvettenformigen Aufnahme- 
bereich (2) gefuhrt, die je nach biochemischen As- io 
say zu bestimmenden Komponenten an der Ober- 
flache im Aufnahmebereich (2) gebunden und 
durch Evanescentfeldanregung mit einem Detektor 
(5) das Fluoreszenzlicht bestimmt wird; und zwei 
verschiedene an unterschiedliche Markierungsstof- is 
fe gebundene analytspezifische Antikdrper mit 
zwei Lichtquellen (7, 7% die Licht mit Wellenlan- 
gen, die Fluoreszenz des jeweiligen Markierungs- 
stoffes hervorrufen, bestimmt werden so daB zwei 
unterschiedKche Analyte aus einer Probe mit der 20 
Detektion der jeweiligen Fluoreszenzintensitat 
quantifiziert werden. 

19. Verfahren zur Durchfuhrung von Fluoreszenz- 
immunotests mittels Evanescentfeldanregung, bei 
dem ein Probenvolumen mittels Saug- oder Druck- 25 
wirkung durch den kuvettenformigen Aufnahme- 
bereich (2) gefuhrt, die je nach biochemischen As- 
say zu bestimmenden Komponenten an der Ober- 
flache im Aufnahmebereich (2) gebunden und 
durch Evanescentfeldanregung das Fluoreszenz- 30 
licht bestimmt wird; und im Aufnahmebereich (2) 
entsprechend dem durchzufuhrenden biochemi- 
schen Assay, an unterschiedlichen Orten unter- 
schiedliche chemische oder biochemische Substan- 
zen immobilisiert und entsprechend der Anzahl der 35 
Substanzen markierte analytspezifische Antikdr- 
per im Probencontainer (10) enthalten sind, wobei 
die Detektion der unterschiedlichen Antigene aus 
der Probe mit mehreren linear oder flachenhaf t an- 
geordneten lichtempfindlichen Detektoren durch- *o 
gefuhrt wird 
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